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As leucemias agudas (LAs) constituem um grupo de neoplasias 
malignas caracterizado pela proliferação descontrolada de células 
hematopoiéticas na medula óssea e nos tecidos linfóides. As LAs podem 
estar relacionadas a anormalidades genéticas, como é o caso da  
leucemia promielocítica aguda (LPA) caracterizada pela presença de 
rearranjos cromossômicos envolvendo o gene da Leucemia 
Promielocítica (PML) e o gene Receptor Alfa do Ácido Retinóico 
(RARα), a translocação t(15;17)(q22;q21). O gene híbrido PML-RARα, 
presente em 90% dos casos, codifica uma proteína de fusão essencial 
para a patogênese da doença. Conforme o ponto de quebra do gene 
PML, no cromossomo 15, os transcritos bcr1, bcr2 e bcr3 podem ser 
formados. A correlação entre essas isoformas e os parâmetros clínicos 
ainda é controversa. O objetivo deste estudo foi determinar a frequência 
dos subtipos transcricionais PML-RARα em um grupo de 16 pacientes 
portadores de LPA com a translocação t(15;17)(q22;q21), atendidos no 
Serviço de Hematologia do HU-UFSC e avaliar a associação desses 
subtipos com diferentes parâmetros clínicos e laboratoriais, como 
leucometria, idade, LDH, percentual de blastos, expressão 
imunofenotípica dos marcadores CD34 e CD2 e presença da mutação 
FLT3-DIT. O método utilizado foi o RT-PCR. Os resultados mostraram 
uma maior freqüência das isoformas bcr1 e bcr2 e uma associação entre 
o aumento da contagem de leucócitos e o transcrito bcr2 (P = 0,019). 
Não houve nenhuma associação estatisticamente significativa entre os 
subtipos moleculares e a idade, LDH e porcentagem de blastos. Esses 
resultados sugerem a importância de analisar a expressão dos transcritos 
para o diagnóstico e prognóstico, assim como para a terapia 
individualizada. 
 






Acute leukemias (LAs) are a group of malignant neoplasms 
characterized by the uncontrolled proliferation of hematopoietic cells in 
the bone marrow and lymphoid tissues. The LAs may be related to 
genetic abnormalities, such as acute promyelocytic leukemia (APL) 
characterized by the presence of rearrangements involving the 
promyelocytic leukemia gene (PML) and retinoic acid receptor (RARα) 
gene, the translocation t(15;17)(q22;q21) . The hybrid gene PML–RARα, 
present in 90% of cases, encodes a fusion protein essential to the 
pathogenesis of the disease. Depending of the PML’s gene breakpoint in 
chromosome 15, the transcript subtypes bcr1, bcr2 and bcr3 may be 
formed. The correlation between these isoforms and clinical parameters 
is still controversial. The objective of this study was to determine the 
frequencies of the PML–RARa transcripts in a series of 16 APL patients 
with translocation t(15;17)(q22;q21) treated at the Hematology Service 
of HU-UFSC and to evaluate the association of these subtypes to 
different parameters, like white blood cell (WBC) count, age, LDH, 
percentage of blasts, expression of immunophenotypic markers CD34 
and CD2 and presence of the FLT3-DIT mutation. The method used was 
RT-PCR. The results showed a higher frequency of the bcr1 and bcr2 
isoforms and an association between increased WBC count and bcr2 
transcript (P=0,019). No significant statistical association was found 
between molecular subtypes and age, LDH and percentage of blasts. In 
conclusion, these data suggest the importance to analyze the expression 
of transcripts for diagnosis and prognosis, as well as for the therapy 
individualized. 
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Câncer é um termo usado para descrever um grupo de mais de 
uma centena de doenças que apresentam em comum a proliferação 
desordenada de células e a incapacidade de diferenciação celular 
(LODISH et al., 2000; HANAHAN; WEINBERG, 2011). 
Em 2008, o câncer foi responsável por 7,6 milhões de óbitos, o 
que corresponde a aproximadamente 13% de todas as mortes no mundo, 
e mais de 70% dessas mortes ocorrem em países de baixa e média renda. 
A previsão é de que as taxas tendem a continuar crescendo, com um 
número estimado de 11 milhões de mortes em 2030 (OMS, 2012). No 
Brasil, as estimativas para 2013, apontam 8.510 novos casos de 
leucemia, sendo 300 deles no estado de Santa Catarina (INCA/MS, 
2011). 
Entre 2000 e 2007, os investimentos do Ministério da Saúde 
com o atendimento de pacientes oncológicos aumentou em 20% ao ano, 
atingindo R$ 1,7 bilhão. Esse valor representa a internação de 500 mil 
pessoas por ano, 235 mil sessões de quimioterapia e 100 mil de 
radioterapia por mês (INCA, 2011). Esses dados mostram que o câncer 
consolida-se como um importante problema de saúde pública. Assim, o 
aumento da eficiência no diagnostico laboratorial conduz a uma melhora 
na avaliação clínica do paciente,  o que resulta na escolha de tratamentos 
com protocolos terapêuticos individualizados e específicos que podem 
diminuir o tempo de internação hospitalar, e, dessa forma, diminuir os 





As leucemias agudas (LAs) constituem um grupo de neoplasias 
malignas caracterizado pela proliferação descontrolada de células 
hematopoiéticas na medula óssea e nos tecidos linfoides, que 
posteriormente, atingem a circulação periférica e podem se infiltrar em 
outros sistemas orgânicos (SWERDLOW et al., 2008). A proliferação 
descontrolada de células leucêmicas inibe a produção das células 
sanguíneas normais, como os leucócitos, os eritrócitos e as plaquetas. 
Em decorrência da não-funcionalidade dessas células, os indivíduos 
afetados, além de sofrerem de anemia e desordens hemorrágicas, estão 





As células leucêmicas originam-se a partir de uma mutação 
somática em uma única célula-tronco ou célula primordial, a qual forma 
o clone leucêmico. A transformação leucêmica pode ocorrer em 
diferentes fases da diferenciação de precursores linfoides ou mieloides, 
o que a caracteriza como uma doença heterogênea, sob o aspecto 
biológico e morfológico. Por constituírem um grupo heterogêneo de 
doenças, as leucemias diferem-se quanto à etiologia, patogênese, 
prognóstico e resposta ao tratamento (PUI; EVANS, 1998; BAIN, 
2003). O fato de a leucemia ser uma doença genética faz com que a 
identificação das alterações nas células blásticas seja imprescindível 
para a identificação de subgrupos de pacientes com características 
clínicas distintas, que orientam o tratamento e a monitoração da resposta 
terapêutica (RUBNITZ; PUI, 1999, SWERDLOW et al., 2008). 
Em 2008, a Organização Mundial de Saúde (OMS) estabeleceu 
novos critérios para o diagnóstico e classificação das neoplasias do 
sistema hematopoiético e linfoide. A leucemia mieloide aguda foi 















Quadro 1 – Classificação OMS (2008) para as Leucemias Mieloides 
Agudas. 
Leucemia mieloide aguda (LMA): 
1. LMA associada a anormalidades genéticas recorrentes; 
 LMA com t(8;21)(q22;q22); RUNX1-RUNX1T1; 
 LMA com inv(16)(p13;q22) ou t(16;16)(p13;q22); CBF-
MYH1; 
 LMA com t(9;11)(p22;q23); MLLT3-MLL; 
 LMA com t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214; 
 LMA com inv(3)(q21;q26.2) ou t(3;3)(q21;q26.2); RPN1-
EVI1; 
 Leucemia Promielocítica Aguda com t(15;17)(q22;q12); 
PML-RARα; 
 LMA (megacarioblástica) com t(1;22)(p13;q13); RBM15-
MKL; 
 LMA com NPM1 mutado; 
 LMA com CEBPA mutado. 
2. LMA com alterações relacionadas com mielodisplasia; 
3. Neoplasias mieloides associadas ao tratamento; 
4. LMA não categorizada nos itens anteriores; 
 LMA minimamente diferenciada; 
 LMA sem maturação; 
 LMA com maturação; 
 Leucemia mielomonocítica aguda; 
 Leucemia monoblástica e monocítica aguda; 
 Leucemia eritróide aguda; 
 Leucemia megacariocítica aguda; 
 Leucemia basofílica aguda; 
 Pan-mielose com mielofibrose aguda. 
5. Sarcoma mieloide; 
6. Proliferação mieloide relacionada com Síndrome de Down; 
7. Neoplasia de células blásticas dendríticas plasmocitoides.  
Fonte: Adaptado de Swerdlow et al., 2008. 
 
A leucemia linfoide aguda (LLA) foi subdividida de acordo 
com a linhagem em B, T ou NK e B com anormalidades genéticas 
recorrentes (Quadro 2) (SWERDLOW et al., 2008). A LLA de linhagem 




em pró-B (B-I), comum (B-II), pré-B (B-III) e LLA-B (B-IV), e a de 
linhagem T em LLA pró-T (TI), LLA pré-T (TII), T cortical (TIII), T 
madura (T-IV) (BENE et al., 1995; PUI; EVANS, 1998; BASSO et al., 
2001). 
 
Quadro 2 – Classificação OMS (2008) para as Leucemias Linfoides 
Agudas. 
Leucemia linfóide aguda (LLA): 
1. Leucemia/linfoma linfoblástica B associada a anormalidades 
genéticas recorrentes; 
 Leucemia/linfoma linfoblástica B com t(9;22)(q34;q11); 
BCR-ABL1; 
 Leucemia/linfoma linfoblástica B com t(v;11q23), rearranjo 
MLL; 
 Leucemia/linfoma linfoblástica B com t(12;21)(p13; 
q22)TEL-AML1(ETV6-RUNX1); 
 Leucemia/linfoma linfoblástica B com t(5;14)(q31,q32) 
IL3-CMI; 
 Leucemia/linfoma linfoblástica B com t(1;19)(q23;p13); 
TCF3-PBX1; 
 Leucemia/linfoma linfoblástica B com hiperdiploidia; 
 Leucemia/linfoma linfoblástica B com hipodiploidia. 
2. Leucemia/linfoma linfoblástica B, não categorizada nos itens 
anteriores; 
3. Leucemia/linfoma linfoblástica T. 
Fonte: Adaptado de Swerdlow et al., 2008. 
 
Entre os subtipos de LMA associada a anormalidades genéticas 
recorrentes descritos pela OMS em 2008, está a leucemia promielocítica 
aguda (LPA), a qual é foco deste estudo. 
 
1.2 LEUCEMIA PROMIELOCÍTICA AGUDA 
 
A LPA é um subtipo de LMA caracterizada pela presença de 
translocações cromossômicas. Entre elas, a t(15;17)(q22;q21) é a mais 
frequente, detectada  em mais de 90% dos casos (JÁCOMO et al., 
2008).  
Como resultado dessa translocação pode-se observar uma 
parada na maturação das células da linhagem mieloide no estágio de 
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promielócitos (GANZITTI et al., 2010). Morfologicamente, os 
promielócitos anormais possuem núcleo excêntrico, disforme e 
abundantes granulações no citoplasma. Além disso, podem apresentar 
múltiplos bastonetes de Auer, o que dá a estas células a denominação de 
Faggot cells (SAGRILLO et al., 2005). 
Os sinais e sintomas normalmente são comuns as outras LMAs 
como febre, emagrecimento, palidez, sangramentos, prostração e 
fraqueza. Ocorrem predominantemente em adultos jovens com quadro 
clínico de leucopenia e coagulopatia, a qual se caracteriza por estados 
hemorrágicos com coagulação intravascular disseminada (CIVD) que é 
a manifestação mais notória da doença (TALLMAN; ALTMAN, 2009; 
ZHOU et al., 2006). 
A LPA é uma malignidade hematológica que combina 
alterações genéticas e epigenéticas no processo de leucemogênese e 
alterações cromossômicas estruturais que influenciam no equilíbrio 
dinâmico da cromatina na região promotora de alguns genes (LEAL et 
al., 2009). 
Geneticamente, ela está associada com alterações 
cromossômicas estruturais, como a translocação cromossômica t(15;17), 
que é o resultado da quebra e fusão do gene da Leucemia Promielocítica 
(PML), localizado no braço longo do cromossomo 15, com o gene 
Receptor Alfa do Ácido Retinóico (RARα), localizado no braço longo do 
cromossomo 17 (Esquema 1) (JÁCOMO et al., 2008). A presença dessa 
alteração genética confere bom prognóstico para os pacientes portadores 
de LPA (SWERDLOW et al., 2008; BACHER et al., 2009). Embora a 
t(15;17)(q22;q21) seja a mais frequente, outras fusões alternativas, em 
menor frequência, podem ocorrer, com o gene PLZF (Promyelocytic 
Leukemia Zinc Finger) da t(11;17)(q23;q21), com o NPM 
(Nucleophosmin) da t(5;17)(q35;q21), com o NuMA (Nuclear Matrix–
associated) da t(11;17)(q13;q21), e com os genes parceiros STAT5b 
(Signal Transducer and Activator of Transcription 5B) da 
dup17(q11;q21) (WANG; CHEN, 2008). O conhecimento da alteração 
genética é de extrema importância, pois está relacionada com a resposta 
aos medicamentos utilizados no tratamento, como o Ácido 
Transretinóico (ATRA) (LO COCO, et al., 1999; GRIMWADE; LO 
COCO, 2002; OHNISHI, 2007). 
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Esquema 1 – Representação esquemática da t(15;17)(q22;q21). 
 
Demonstração da translocação cromossômica recíproca t(15;17)(q22;q21) 
envolvendo os gene PML e RARα, localizados nos cromossomos 15 e 17, 
respectivamente. 
Fonte: LEAL et al., 2009. 
 
1.3 GENE PML 
A proteína codificada pelo PML encontra-se organizada em 
dímeros e atua como supressor de tumor através do controle da apoptose 
e diferenciação celular (JÁCOMO et al, 2008). Estudos com células em 
cultura sugerem que ele controla a indução de apoptose dependente de 
p53, supressão de crescimento e senescência celular em resposta à 
radiação ionizante e transformação oncogênica (GRIMWADE, 1999; 
ZHONG; SALOMONI; PANDOLFI, 2000; LO-COCO; AMMATUNA, 
2006). Além disso, o PML é requerido para a repressão da transcrição 
mediada por outros supressores de tumor (GURRIERI et al., 2004). A 
proteína PML, no núcleo, é detectada fazendo parte de um complexo de 
multiproteínas, estruturas nucleares conhecidas como NBs (nuclear 
bodies), juntamente com outras proteínas (LEAL et al., 2009).  
Na translocação cromossômica t(15;17), o ponto de quebra no 
gene PML pode ser variável, sendo capaz de gerar produtos de tamanhos 
diferentes, isoformas do transcrito PML-RARα, entre os pacientes. No 
entanto, no mesmo paciente, o transcrito é invariável, o que demonstra a 
natureza clonal do fenômeno (LEAL et al., 2009). Três diferentes 
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isoformas são formadas como resultado de splicing alternativo de éxons 
do gene: a bcr1 (breakpoint cluster region 1), ou isoforma longa, a qual 
deriva de pontos de quebra no íntron 6 do gene e é detectada em 55-60% 
de casos de LPA; a bcr2 (breakpoint cluster region 2), ou variável, 
derivada de pontos de quebra no éxon 6 e ocorre em cerca de 8% dos 
casos; e a bcr3 (breakpoint cluster region 3), ou isoforma curta, que 
resulta de pontos de quebra no íntron 3 e tem frequência de 35-40% em 
pacientes com LPA (HASAN et al., 2010).  
Estudos indicam que a variabilidade genética, correlacionada à 
distribuição geográfica, pode influenciar na frequência de um 
determinado sítio de quebra do gene PML; contudo, a correlação entre 
esses subtipos de transcritos e parâmetros clínicos ainda é controversa 
(LEAL et al., 2009). 
 
1.4 GENE RARα 
 
O gene RARα codifica o Receptor Alfa do Ácido Retinóico, o 
qual faz parte da superfamília de receptores nucleares de hormônios que 
atuam como reguladores da transcrição dependentes do ligante, são 
capazes de se ligar a segmentos específicos do DNA, denominados 
elementos responsivos ao hormônio, o qual tem papel fundamental na 
diferenciação mieloide (LEAL et al., 2009). 
Os elementos responsivos ao DNA, denominados Elementos 
Responsivos ao Ácido Retinóico (RAREs), estão localizados nas regiões 
promotoras dos genes-alvo específicos. A heterodimerização de RARα 
com a família de  receptores X retinóides é requerida para ligar ao DNA 
de forma eficiente. A ação de RARα e RXR é traduzida pelo sinal 
retinóide e ativada pelo ácido 9-cis-retinóico (MISTRY et al., 2003).  
Na ausência do ligante (acido retinóico) o RARα forma 
heterodímeros que se ligam a segmentos específicos do DNA na região 
promotora de seus genes-alvo associando-se com co-repressores 
transcripcionais, os quais recrutam um complexo que contém atividade 
histona desacetilase. Esse complexo formado vai produzir a 
desacetilação de histonas e induzir à condensação da cromatina na 
região promotora, o que impede a organização dos fatores de transcrição 
basal e, dessa forma, reprime  a transcrição desses genes (LEAL et al., 
2009). Concentrações fisiológicas de ácido retinóico (1 nM) são capazes 
de liberar o complexo do co-repressor nuclear RXR-RARα e recrutar 
co-ativadores com atividade de histona acetiltransferase. Como 
consequência da fusão PML/RARα, pode ocorrer homodimerização com 
outra PML/RARα, e o híbrido ligar-se ao complexo co-repressor histona 
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desacetilase com maior afinidade que o RARα tipo selvagem. A 
liberação do complexo híbrido somente é obtida por meio de doses 
farmacológicas (1 μM) de Ácido Transretinóico (ATRA), o que 
possibilita a descondensação da cromatina e permite assim o 
amadurecimento normal da célula (Esquema 2) (OHNISHI, 2007).  
 
Esquema 2 – Representação esquemática do complexo RARα e RXR na 
ausência e presença do ácido retinóico (AR). 
 
O complexo RARα e RXR, na ausência de AR, associa-se a co-repressores e 
não ocorre a transcrição. Em concentrações fisiológicas, o AR se liga ao 
complexo RARα e RXR, liberando o complexo repressor e recrutando co-
ativadores que vão descondensar a cromatina e permitir que ocorra o processo 
transcricional. 
Fonte: Leal et al., 2009. 
 
Por isso, o conhecimento dos processos citogenéticos são de 
extrema importância, pois estão relacionados com a sensibilidade aos 
fármacos a serem utilizados no tratamento (LO COCO, et al., 1999). 
 
1.5 TRANSLOCAÇÃO PML-RARα 
 
Em 1977, Rowley e colaboradores, da Universidade de 
Chicago, relataram a translocação entre os cromossomos 15 e 
17[t(15;17)] como um marcador genético da LPA (LEAL et al., 2009). 
Como citado anteriormente, a translocação cromossômica 
recíproca t(15;17) é o resultado da quebra e fusão dos genes PML 
(Promyelocitic Leukemia) e RARα (Retinoic acid receptor alpha). A 
consequência dessa alteração genética é a produção de dois genes de 
fusão que codificam as proteínas híbridas PML-RARα e RARα-PML 
(JÁCOMO et al., 2008).  O híbrido PML-RARα é expresso em todos os 
casos de LPA, enquanto que seu parceiro recíproco de fusão RARα-
PML é detectado na maior parte dos casos (HASAN et al., 2010), o que 
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sugere que o PML-RARα tem um papel na leucemogênese da LPA 
(LEAL et al., 2009). Como visto anteriormente, os híbridos PML-RARα 
retêm a maioria dos domínios funcionais das proteínas parentais e atuam 
como produtos oncogênicos dominante-negativos, interferindo nas 














A LPA foi o primeiro modelo de doença genética adquirida 
tratada com um medicamento específico, ATRA, o qual induz 
diferenciação terminal seguida de apoptose nos promielócitos 
leucêmicos (JÁCOMO et al., 2008). Esse progresso no tratamento da 
doença foi atribuído à introdução de novos agentes terapêuticos que 
atuam diretamente na lesão molecular, o qual passou a ser o primeiro 
exemplo de sucesso de terapia alvo molecular (LEAL et al., 2009). Com 
o protocolo de tratamento atual, 80 a 90% dos pacientes se mantêm com 
sobrevida livre de doença em cinco anos (TALLMAN; ALTMAN, 
2009). Assim, o diagnóstico laboratorial preciso e a detecção rápida da 
presença da translocação ou de seu equivalente molecular é 
imprescindível para definir o diagnóstico e a introdução do tratamento 
com ATRA (SAGRILLO et al., 2005). 
A técnica de RT-PCR, por ser altamente sensível e permitir a 
identificação do ponto de quebra do gene PML e as isoformas do 
transcrito PML-RARα é utilizada para confirmação do diagnóstico 
genético, o que é importante para a decisão terapêutica e  
monitoramento da doença (LEAL et al., 2009). No entanto, muitas vezes 
a variabilidade das isoformas do transcrito PML-RARα pode gerar 
dúvidas na análise do RT-PCR. Dessa forma, o foco deste trabalho foi 
analisar a presença dessas isoformas nas amostras dos pacientes com 
suspeita clínica de LPA encaminhados ao Laboratório de Oncologia 







3.1 OBJETIVOS GERAIS 
 
Investigar a existência de polimorfismos genéticos nas amostras 
sanguíneas dos pacientes com suspeita clínica de LPA com translocação 
t(15;17)(q22;q21) atendidos pelo Serviço de Hematologia do Hospital 
Polydoro Ernani de São Thiago e encaminhados ao Laboratório de 
Oncologia Experimental e Hemopatias, da Universidade Federal de 
Santa Catarina, no período de agosto de 2009 a novembro de 2012. 
 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
• Caracterizar o perfil de expressão das isoformas da 
t(15;17)(q22;q21) nas amostras dos pacientes com diagnóstico de LPA 
antes da primeira terapia e durante o tratamento quimioterápico; 
• Comparar o perfil de expressão da t(15;17)(q22;q21) entre as 
amostras analisadas; 
• Determinar a frequência dos transcritos encontrados nos 
pacientes portadores de LPA; 
• Analisar se a presença de alguma isoforma está relacionada com 
a diminuição da expressão dos sintomas durante a detecção de doença 
residual mínima (DRM) nos pacientes com diagnóstico de LA; 
• Associar a presença de diferentes transcritos com as 
características clínicas e laboratoriais: leucometria, LDH, percentual de 
blastos, idade, expressão imunofenotípica dos marcadores CD34 e CD2 
e  presença da mutação FLT3-DIT, no momento do diagnóstico e com a 
evolução clínica dos pacientes portadores de LPA, atendidos pelo 









Foram analisadas todas as amostras sanguíneas dos pacientes 
atendidos pelo Serviço de Hematologia do Hospital Polydoro Ernani de 
São Thiago, e encaminhadas ao Laboratório de Oncologia Experimental 
e Hemopatias da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), com 
suspeita clínica de LPA ou análise de DRM, para investigação da 
presença da anormalidade genética da t(15;17)(q22;q21) no período de 
agosto de 2009 a novembro de 2012.  
Nesse período, foram encaminhadas ao laboratório 62 amostras 
com suspeita de LPA. Destas, 16 apresentaram banda compatível com a 
da translocação t(15;17)(q22;q21) no momento do diagnóstico. Outras 
22 amostras foram encaminhadas para o acompanhamento de DRM, 
totalizando 38 amostras incluídas nesse estudo. Foram excluídos aqueles 
pacientes que não tiveram o diagnóstico final de LPA e aqueles que não 
foram  tratados no HU-UFSC. 
A coleta dos dados clínicos e laboratoriais (leucometria, LDH, 
percentual de blastos, idade, expressão imunofenotípica dos marcadores 
CD34 e CD2 e  presença da mutação FLT3-DIT) foi realizada a partir da 
análise dos prontuários dos pacientes do HU-UFSC.  
Foi obtida a assinatura do Termo de Consentimento Livre e 
Esclarecido (TCLE, nº913/2010),  como prevê o Comitê de Ética de 
Pesquisa em Seres humanos da UFSC, previamente à coleta das 
amostras. 
 
4.2 CULTURA DE CÉLULAS DE LINHAGEM LEUCÊMICA 
 
Como controle positivo para a isoforma bcr1, foram utilizadas 
células de linhagens de LPA com a translocação t(15;17)(q22;q21) de 
origem humana (NB-4). As células foram mantidas em meio de cultura 
RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL de 
penicilina, 100 µg/mL de estreptomicina, 10 mM de tampão HEPES em 
pH 7.4, e permaneceram em estufa úmida a 37ºC com 5% de CO₂.  
 
4.3 EXTRAÇÃO DE RNA 
 
Para a extração de RNA, foi utilizado o QIAamp RNA Blood 
Mini Kit (QIAGEN, Austin, Texas, USA). As amostras de sangue 
periférico ou medula óssea foram coletadas, anticoaguladas com EDTA 
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e processadas em até duas horas após a coleta. Os processos foram 
realizados em fluxo laminar exclusivo para extração de RNA, a fim de 
evitar contaminação das amostras. 
Inicialmente, a amostra foi homogeneizada com a solução 
tampão de lise de eritrócitos (EL) fornecida pelo kit, na proporção de 1 
mL de sangue para 5 mL de EL, e incubada no gelo por 15 minutos. 
Após a incubação, foi centrifugada a 400 x g por 10 minutos na 
temperatura de 4
o
C. Depois, o sobrenadante foi descartado e os 
leucócitos ressuspendidos em 2 mL de tampão EL. A amostra voltou a 
ser centrifugada a 400 x g por 10 minutos, a 4
o
C. Ao final da 
centrifugação, os leucócitos obtidos foram lisados com 600 µL de uma 
solução tampão fornecida pelo kit (RLT), suplementada com β-
mercaptoetanol 0,1%, a fim de que o RNA da célula fosse exposto. A 
amostra lisada foi transferida para a coluna de separação QIAshredder e 
centrifugada a 10.000 x g por 2 minutos. Adicionou-se 600 µL de etanol 
70% ao fluido filtrado, que foi transferido para uma coluna QIAamp e 
centrifugado por 15 segundos a uma velocidade de 10.000 x g. Após 
centrifugação, a coluna foi lavada uma vez com 700 µL de tampão RW1 
e duas vezes com tampão RPE, fornecidos pelo kit, e centrifugada 
novamente por 15 segundos na velocidade de 10.000 x g entre as duas 
primeiras lavagens e na última por 3 minutos. No final da extração, foi 
adicionado 50 µL de água livre de RNases sobre a membrana da coluna, 
e a amostra foi submetida a centrifugação de 1 minuto a 10.000 x g a 
fim de que o RNA fosse eluído da membrana. O filtrado foi armazenado 
em refrigerador -80ºC para ser utilizado posteriormente na transcrição 
reversa seguida da reação em cadeia da polimerase (RT-PCR). 
 
4.4 SÍNTESE DE DNA COMPLEMENTAR 
 
A expressão da anormalidade genética t(15;17)(q22;q21) foi 
avaliada por RT-PCR. A transcrição reversa consiste na síntese de DNA 
complementar (cDNA) ao RNA através da enzima transcriptase reversa 
(RT) que atua em RNA total ou numa fração enriquecida de RNA 
poliadenilado.  
Inicialmente, para a síntese de cDNA, foi realizada a digestão 
da amostra por DNase, a fim de evitar a presença de DNA 
“contaminante”. Foram colocados em microtubos de 0,2 mL, 10 µL de 
amostra de RNA, 1 µL da enzima (1 U/µL) e 1 µL de tampão de reação. 
Após 15 minutos em temperatura ambiente, a reação foi inativada por 1 




inativar a enzima, as amostras foram incubadas por mais 5 minutos a 
70ºC e depois colocadas no gelo por 5 minutos. 
Posteriormente, foi preparada uma solução mix, segundo a 
Tabela 1 e foi adicionado 15 µL da mesma em cada tubo de amostra. 
 
Tabela 1 – Protocolo da RT-PCR para cDNA. 




H2O.DEPC 0,1% 4,6 µL 
Tampão para cDNA 5X 5,0 µL 
DTT (0,1M) 2,0 µL 
dNTP mix (100mM) 0,4 µL 
Random Hexamers (100ng/µL) 2,0 µL 
RNase OUT
®
 (40U/ µL) 0,5 µL 
SuperScript II
®
 (200U/ µL) 0,5 µL 
Volume Final 15,0 µL 
 
Por fim, as amostras foram levadas ao termociclador e 
submetidas aos ciclos de 5 minutos a 25ºC, 60 minutos a 37 ºC e 5 
minutos a 90 ºC, depois, foram incubadas no gelo por 5 minutos ao 
término da programação. 
 
4.5 DETECÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA DE GAPDH  
 
A fim de confirmar a síntese de cDNA, foi utilizada a expressão 
de gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH). Foi preparada a 
solução mix de acordo com a Tabela 2 e, em seguida, foi adicionado 1 
µL de cDNA da amostra, totalizando 50 µL em cada microtubo. 
A sequência dos iniciadores utilizados foi de: 5’-
CGTCTTCACCACCATGGAGAA-3’ para o sense e 5’-
GAGGCAGGGATGATGTTCTG-3’ para o antisense. 
As amostras foram levadas ao termociclador e sofreram 
desnaturação inicial a 94ºC por 5 minutos. Depois foram submetidas a 
25 ciclos de 94 ºC por 30 segundos, 60 ºC por 30 segundos e 72 ºC por 







Tabela 2 – Protocolo da PCR para GAPDH. 




H2O. PCR 39,7 µl 
Tampão para PCR 10X 5,0 µl 
MgCl2 (50mM) 1,5 µl 
dNTP mix (100mM) 0,4 µl 
Primer GA sense  (10mM) 1,0 µl 
Primer GA antisense (10mM) 1,0 µl 
Taq DNA polymerase (5U/µL) 0,4 µl 
Volume Final 49,0 µl 
 
Os produtos das PCRs foram analisados por eletroforese em gel 
de agarose 2%, submetidos a 100 volts por 30 minutos, corados com 
brometo de etídio e visualizados sob iluminação ultravioleta de 320nm 
(HOEFER-MacroVue UV-20), utilizando-se um sistema de foto-
documentação de géis (DOC-PRINT® Biosystems). O tamanho dos 
fragmentos foi estimado em 330 pares de base (pb), em comparação 
com o marcador de peso molecular 50pb DNA ladder (Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA). 
 
4.6 PESQUISA DA TRANSLOCAÇÃO t(15;17)(q22;q21) 
 
Para pesquisar a translocação t(15;17)(q22;q21), foi realizada 





Tabela 3 – Sequência dos iniciadores utilizados na análise da RT-PCR 
da t(15;17)(q22;q21) com o gene fusionado PML-RARα. 
Iniciador Posição 5’          
(tamanho) 
Sequência (5’-3’) 
PML-A1 1438 (21)    CAGTGTACGCCTTCTCCATCA 
PML-A2 969 (18) CTGCTGGAGGCTGTGGAC 
RARα-B 485 (20) GCTTGTAGATGCGGGGTAGA 
PML-C1 1546 (21) TCAAGATGGAGTCTGAGGAGG 
PML-C2 997 (19) AGCGCGACTACGAGGAGAT 
RARα-D 426 (20) CTGCTGCTCTGGGTCTCAAT 
RARα-E3’ 682 (20) GCCCACTTCAAAGCACTTCT 
Fonte: DONGEN et al, 1999. 
  
Nas primeiras PCRs, foram utilizados os pares iniciadores 
PML-A1 (sense) e RARα-B (antisense), PML-A2 (sense) e RARα-B 
(antisense), PML-C1 (sense) e RARα-E3’ (antisense), PML-C2 (sense) 
e RARα-E3’ (antisense) (Tabela 3). A solução Mix foi preparada 
conforme Tabela 4, e ao final foi adicionado 2 µL de cDNA, totalizando 
um volume de 50 µL em cada microtubo.  
 
Tabela 4 – Protocolo da 1° RT-PCR para t(15;17)(q22;q21). 




H2O. PCR 37,9 µl 
Tampão para PCR 10X 5,0 µl 
MgCl2 (50mM) 2,5 µl 
dNTP mix (100mM) 0,4 µl 
Primer sense (10mM) (A1, A2, C1 ou C2) 1,0 µl 
Primer anti-sense (10mM) (B ou E3’) 1,0 µl 
Taq DNA polymerase (5U/µL) 0,2 µl 
Volume Final 48,0 µl 
 
Para a nested PCR, o protocolo utilizado foi o mesmo, com 
exceção da água ultra-pura que foi utilizado 1 µL a mais. Os iniciadores 
utilizados foram o PML-C1 (sense) e o RARα-D (antisense), e PML-C2 
(sense) e o RARα-D (antisense) (Tabela 3), e utilizou-se como molde 1 
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µL dos produtos amplificados da primeira PCR, com os iniciadores 
PML-A1 (sense) e RARα-B (antisense), e PML-A2 (sense) e RARα-B 
(antisense). 
Após preparação, as amostras foram colocadas no 
termociclador, submetidas a 30 segundos a 95ºC para desnaturação 
inicial, seguida de 35 ciclos de desnaturação por 30 segundos a 94ºC, 1 
minuto a 65ºC para pareamento, e 1 minuto a 72ºC para extensão, 
finalizando a 4ºC. Os produtos das PCRs foram analisados por 
eletroforese em gel de agarose 2%, submetidos a 100 volts por 30 
minutos, corados com brometo de etídio e visualizados sob iluminação 
ultravioleta de 320nm. O tamanho dos fragmentos foi estimado, por 
comparação, com o marcador de peso molecular 50 pb. 
Os transcritos foram classificados de acordo com o tamanho 
estimado dos produtos das PCRs segundo a Tabela 5. Um exemplo 
ilustrativo de cada um deles pode ser visualizado na Figura 1. 
 
Tabela 5 – Tamanho dos produtos de PCR nos diferentes transcritos 
PML-RARα de acordo com os diferentes conjuntos de iniciadores. 
Tipo de 
transcrito 
A1–B A2–B C1–D C2–D C1–E C2–E 
















  Bcr3 - 376 - 289 - 545 
*O tamanho dos produtos de PCR nos pacientes positivos para o transcrito bcr2 
são variáveis devido a variação do ponto de quebra no éxon 6 no gene PML. 






Figura 1 – Fotos de géis de agarose 2% corados com brometo de etídio 
mostrando os produtos de PCR nested dos diferentes transcritos. 
 
A) A banda do paciente com o par de iniciadores PML-C1 e RARα-D é igual ao 
do controle positivo NB-4 e corresponde a 214 pb, caracterizando a isoforma 
bcr1. B) A banda do paciente corresponde a aproximadamente 280pb e difere 
do controle positivo NB-4 devido a variabilidade da isoforma bcr2 no ponto de 
quebra. C) A banda apareceu no paciente no par de iniciadores PML-C2 e 
RARα-D com aproximadamente 289pb, caracterizando a isoforma bcr3. 
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4.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Foi utilizado o software SPSS Statistics 17.0.  
Para a avaliação da distribuição das amostras foram utilizados os 
testes Shapiro-Wilk ou Kolmogorov-Smirnov. Para variáveis não-
paramétricas, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis, para as paramétricas, 
o ANOVA com post-hoc-Tukey entre os diferentes transcritos da 
translocação t(15;17)(q22;q21). 
Para expressão dos resultados foi utilizado a mediana ou a média, 
e valores máximos e mínimos. Os resultados que apresentaram valor de 




5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
No período de agosto de 2009 a novembro de 2012, foram 
incluídas nesse estudo 38 amostras, das quais 16 (42,1%) tiveram 
diagnóstico de LPA com a presença de banda compatível com a 
translocação t(15;17)(q22;q21). Em 10 pacientes, foi possível o 
acompanhamento de DRM. 
Como visto anteriormente, na translocação cromossômica 
t(15;17)(q22;q21), o ponto de quebra no gene PML pode ser variável, e, 
por isso, é capaz de gerar produtos de tamanhos diferentes, ou seja, 
diferentes isoformas do transcrito PML-RARα entre os portadores da 
translocação. Três isoformas podem ser formadas como resultado de 
splicing alternativo de éxons do gene PML, a bcr1, ou isoforma longa, 
derivada de pontos de quebra no íntron 6 do gene; a bcr2, ou variável, 
derivada de pontos de quebra no éxon 6 do gene PML; e a bcr3, ou 
isoforma curta, resultante de pontos de quebra no íntron 3 (HASAN et 
al, 2010). 
Nesse estudo, do total dos pacientes que apresentaram a 
t(15;17)(q22;q21), em 6 (37,5%), 6 (37,5%) e 4 (25%) casos 
apresentaram os transcrito bcr1, bcr2 e bcr3, respectivamente (Figura 4).  
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Figura 2 – Classificação e frequência dos diferentes transcritos 




HASAN et al. (2010) em um estudo com pacientes portadores de  
LPA com t(15;17)(q22;q21), observaram uma frequência de 55-60% 
para bcr1, 8% para bcr2 e 35-40% para bcr3. Em outro estudo, realizado 
por AMMATUNA et al. (2011), com 30 pacientes com a mesma 
doença, constataram que 87% apresentaram o bcr1 e 13% o bcr3. Outros 
estudos mostraram que os subtipos bcr1 e bcr2 são os mais frequentes 
(CHAUFFAILLE et al., 2001; SUCIC et al., 2002; MELO et al., 2006) e 
demonstraram como tendência a maior taxa desses transcritos em 
pacientes latino-americanos (DOUER et al., 2003; MELO et al., 2006). 
Como pode ser observado, com exceção do primeiro estudo (HASAN et 
al., 2010), as frequências encontradas neste trabalho se aproximam do 
que foi citado pela literatura (DOUER et al., 2003; MELO et al., 2006), 
com frequência de 75% para os transcritos bcr1 e bcr2. Sendo assim, as 
diferentes frequências de transcritos em pacientes portadores de LPA 
com t(15;17)(q22;q21) parecem estar relacionadas com grupos 










al. (2003), demonstraram que no Peru as isoformas bcr1 e bcr2 são mais 
frequentes (85% dos casos) que em países da Europa como a Itália 
(51%), a Espanha (54%) e  a Inglaterra (61%). 
Várias características de apresentação da LPA são consideradas 
como fatores de prognóstico, os quais são importantes na decisão da 
conduta terapêutica. Entre elas, a coagulopatia combinada com 
episódios de CIVD e de fibrinólise representam o principal risco de 
morte (KWAAN; WANG; BOGGIO, 2002; ADÈS et al., 2010). No 
entanto, outras características biológicas dos promielócitos leucêmicos, 
estão associadas com maior risco de recaída, como a expressão do CD2 
e CD34, e a mutação do gene FLT3. Todos esses parâmetros estão 
associados a leucometria aumentada (ADÈS et al., 2006; CALVINO; 
IRISH, 2007; BALJEVIC et al., 2011). Logo, a contagem de 
leucócitos no momento do diagnóstico é utilizada para a estratificação 
do grau de risco da doença, quanto maior o número, pior o prognóstico e 
mais intensivo deve ser direcionado o tratamento (ADÈS et al., 2006; 
BEITINJANEH et al., 2010; SANZ et al., 2000).  
Enquanto alguns trabalhos na literatura fazem associações entre 
os diferentes transcritos e algumas características clínicas e prognósticas 
em pacientes portadores de LPA com  t(15;17)(q22;q21) (BORROW, 
1992; CASSINAT, 2009), em outros a importância do ponto de quebra 
de PML em termos de prognóstico tem sido controversa (VAHDAT, 
1994; GONZALES, 2001). Por outro lado, alguns estudos demonstram 
que a presença das isoformas bcr3 e bcr2 estão relacionadas com pior 
prognóstico em portadores de LPA com  t(15;17)(q22;q21) (MISTRY et 
al., 2003).  
Dessa forma, neste trabalho, as características clínicas e 
laboratoriais no momento do diagnóstico dos pacientes incluídos nesse 





Tabela 6 – Características clínicas e laboratoriais dos pacientes com 
translocação t(15;17)(q22;q21) no momento do diagnóstico. 
  SUBTIPOS PML-RARα   
Parâmetros 
biológicos bcr1 bcr2 bcr3 
 
P 
Idade - anos* 25,0 (23-55) 44,5 (23-86) 28,5 (19-59) 0,300 
Sexo [n (%)] 
   
  
Feminino 2 (33,3) 3 (50,0) 2 (50,0)   







(125 -871) 0,805 

















*Mediana (limite), **Média (desvio-padrão), #Valor de P<0,05 foram 
considerados estatisticamente significante . Nos casos em que não foi 
especificado o n, foi considerado o número total de amostras (bcr1=6, bcr2=6 e 
bcr3=4) 
 
Como demonstrado na Tabela 6, com exceção da leucometria, 
não foram observadas diferenças estatísticas entre os subtipos de 
transcritos dos pacientes portadores de LPA com t(15;17)(q22;q21) em 
relação a idade, sexo, LDH e  percentual de blastos. 
Em relação a leucometria, foi observado diferença estatística 
significativa entre os pacientes com P=0,022. Ao aplicar o teste post-
hoc-Tukey, observou-se que a diferença está entre os  portadores dos 
transcritos bcr1 e bcr2, com P=0,019. Nos casos que apresentaram bcr1 
os valores de leucometria foram  mais baixos, com média de 1,54 x 
10³/µL e limites de 0,3 e 2,24 x 10³/µL. Já nos pacientes que 
apresentaram isoforma bcr2  a média foi maior, ou seja, de 23,78 x 
10³/µL, com limites entre 4,5 e 89,41 x 10³/µL. Segundo a literatura, os 
grupos de alto risco de recidiva são aqueles que apresentam o número de 
leucócitos > 10 x 10³/µL (COUTRE, 2010), o que foi de encontro ao 
reportado nesse estudo. Embora alguns estudos como o realizado por 
Gonzalez et al. (2001) demonstre correlações entre o transcrito bcr3 e o 




pequeno número de casos avaliados, não foi encontrado diferenças 
estatísticas significativas entre esse subtipo e os demais 
Em um estudo com 576 pacientes portadores de LPA, mostrou 
que aqueles que apresentaram alta contagem de leucócitos tiveram 
maior incidência de recidiva (ADÈS et al., 2010). Em um outro trabalho, 
realizado por MISTRY et al. (2003), o ATRA teve baixa resposta em 
alguns casos de pacientes portadores de LPA que possuem o transcrito 
bcr2 e naqueles que apresentavam a associação de bcr3 com a alta 
contagem de leucócitos. Dos casos em que foi possível 
acompanhamento de doença residual mínima (n=10), 2 deles (20%) 
apresentaram recidiva pela análise molecular, ambos eram portadores do 
transcrito bcr2, mas somente 1 deles possuía alta contagem de 
leucócitos. Esse fato corrobora com a associação acima de que o 
transcrito bcr2 está relacionado a baixa resposta ao tratamento com 
ATRA. 
Embora não tenha sido encontrada nenhuma diferença estatística 
em relação aos subtipos de transcritos e a idade, a idade avançada é 
considerada um fator de mau prognóstico independente nas LAs, sendo 
de 19% a frequência da mortalidade em pacientes com mais de 70 anos, 
comparado a mortalidade de 1% em pacientes com menos de 60 
(BALJEVIC et al., 2011). Ao analisar os casos individualmente, 
somente um dos pacientes possuía mais de 70 anos, apresentava a 
isoforma bcr2 e alta contagem de leucócitos. Ele foi  a óbito, antes do 
final da indução. Esses resultados corroboram a literatura, onde 
descrevem que as maiores taxas de morte e pior sobrevida são 
observadas em pacientes mais idosos, leucometria aumentada e presença 
do transcrito bcr2 (MISTRY et al., 2003). Além disso, pacientes idosos 
geralmente apresentam outros fatores de mau prognóstico como maior 
suceptibilidade aos efeitos tóxicos da quimioterapia, anormalidades 
citogenéticas desfavoráveis, e contraindicações à terapia intensiva 
(KRUG et al., 2011). 
Alguns trabalhos relatam que a expressão de CD34 na LPA está 
associado com o aumento do número de leucócitos, co-expressão de 
CD2, e a presença da isoforma bcr3 de PML-RARα (FOLEY et al., 
1998; LEE et al., 2003; ALBANO et al., 2006). Além disso, foi descrito 
associação entre a presença das mutações no gene FLT3 com a isoforma 
curta bcr3 em pacientes portadores de LPA com t(15;17)(q22;q21) 
(BEITINJANEH et al., 2006; SMITH et al., 2011). Alguns estudos 
mostram que a presença da mutação FLT3-DIT nesses pacientes tem 
pouco efeito sobre a indução da remissão, mas possui um impacto 
significante sobre o risco de recaída e sobrevida global. Além disso, ela 
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está associada clinicamente com a leucocitose no sangue ou na medula 
óssea (SMITH et al., 2011). Outro estudo associou a presença da 
mutação FLT3-DIT, em pacientes portadores de LPA com 
t(15;17)(q22;q21), com a expressão de CD2 e CD34, alto risco de 
recidiva, mais de 70% de blastos, alta leucometria, isoforma bcr3, LDH 
maior que 600 U/L e hemorragias (BARRÁGAN et al., 2011). Do total 
das amostras analisadas, duas delas (12,5%) apresentaram co-expressão 
de CD2 e CD34, ambas apresentaram o transcrito bcr3, e somente uma 
delas (6,25%) apresentou alta leucocitose e presença da mutação FLT3-
DIT, bem como alto LDH e 90% de blastos. Outras 2 amostras (12,5%), 
apresentaram somente a expressão de CD34, sendo negativas para CD2. 
Apresentaram a isoforma bcr2, alta leucometria e baixo LDH.  
Poucos estudos são realizados avaliando os diferentes transcritos 
e associando as características clínicas e laboratorias. O conhecimento 
das frequências das isoformas nas diferentes regiões geográficas e suas 
relações com os parâmetros clínicos  e laboratoriais, permite a detecção 
precoce das complicações, bem como o correto diagnóstico e a pronta 







Nossos resultados mostram que: 
 
 Do total de pacientes portadores de LPA com t(15;17)(q22;q21) 
os transcritos mais frequentes foram o bcr1 (37,5%) e 
bcr2(37,5%);  
 
 Com exceção da leucometria, não foram observadas diferenças 
estatísticas entre os subtipos de transcritos dos pacientes 
portadores de LPA com t(15;17)(q22;q21) em relação a idade, 
sexo, LDH e  percentual de blastos. 
 
 Pacientes portadores da isoforma bcr2 apresentaram maior 
leucometria do que as outras isoformas, e, dessa forma, pior 
prognóstico; 
 
 Do total das amostras analisadas, dois casos (12,5%) 
apresentaram co-expressão de CD2 e CD34, ambas 
apresentaram o transcrito bcr3, e somente uma delas (6,25%) 
apresentou alta leucocitose e presença da mutação FLT3-DIT, 
bem como alto LDH e 90% de blastos, as quais são 
características clínicas associadas a mau prognóstico 
 
 Em dois casos (12,5%), foi observada a expressão de CD34, 
sem associação com a expressão de CD2, presença da isoforma 
bcr2 e leucometria aumentada, que também estão relacionados 
a prognóstico desfavorável.  
 
Esses resultados sugerem que a análise da expressão dos 
transcritos é importante para o diagnóstico e prognóstico de pacientes 
portadores de LPA com t(15;17)(q22;q21) e na avaliação da doença 
residual mínima. Além disso, as isoformas estão associadas com as 
características clínicas e laboratoriais dos pacientes, e, dessa forma, 
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